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EFEITO DO INTERVALO DE IMERSÃO E DE INJEÇÃO DE AR NA MULTIPLICAÇÃO 
IN VITRO DE Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla EM BIORREATOR DE IMERSÃO 
TEMPORÁRIA
EFFECT OF FREQUENCY OF IMMERSION AND AIR INJECTION ON IN VITRO 
MULTIPLICATION OF Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla IN TEMPORARY IMMERSION 
BIOREACTOR
Mila Liparize de Oliveira1   Aloisio Xavier2   Ricardo Miguel Penchel Filho3   Jocemar Palauro dos Reis4 
RESUMO
Os objetivos do presente estudo foram avaliar diferentes intervalos de imersão (2, 4, 8 e 16 horas) e suportes 
de apoio (papel-filtro e espuma) dos explantes de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla dentro dos 
recipientes de imersão temporária automatizada (RITA®), assim como um sistema de ventilação com entrada 
de ar acoplado ao recipiente dos biorreatores. Foram avaliadas as características: massa fresca, número 
de brotos e hiper-hidricidade dos explantes, na fase de multiplicação de gemas axilares. As imersões a 
cada duas e quatro horas e o suporte papel-filtro proporcionaram maior crescimento e multiplicação dos 
explantes, porém, ocasionaram maior percentual de brotos hiper-hídricos. No sistema e nas condições 
testadas, a injeção de ar ao recipiente do biorreator RITA® não influenciou o crescimento das culturas.
Palavras-chave: Propagação in vitro; clonagem; atmosfera gasosa; hiper-hidricidade.
ABSTRACT
The objectives of this study were to evaluate different immersion frequencies (2, 4, 8 and 16 h) and 
explants supports (filter paper and foam) of a Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla clone inside 
RITA® bioreactors; and a ventilation system with additional air input coupled to the bioreactor containers. 
It was evaluated the explants fresh weight, number of shoots and hyperhydricity and in vitro axillary bud 
multiplication. The immersions every two and four hours and the filter paper showed higher growth and 
number of shoots, but caused a greater percentage of hyperhydric shoots. Under the conditions and system 
tested, the additional air injection in the RITA® bioreactor did not influence the culture growth.
Keywords: In vitro propagation; cloning; gaseous atmosphere; hyperhydricity.
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INTRODUÇÃO
O desenvolvimento de novas tecnologias 
para produção de mudas micropropagadas em 
larga escala, em especial para espécies flores-
tais de interesse econômico como as do gênero 
Eucalyptus, é uma das alternativas para tornar esta 
técnica da cultura de tecidos mais acessível co-
mercialmente, principalmente, com o desenvolvi-
mento de equipamentos como os biorreatores que 
permitem reduzir a mão de obra e o custo de pro-
dução, estabelecendo um sistema prático para pro-
pagação massal de plantas in vitro (TAKAYAMA 
e AKITA, 2006).
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Muitos fatores interferem na micropropa-
gação de plantas, principalmente no que se refere 
ao uso de biorreatores e ao uso de meio de cultura 
líquido. Entre estes, as condições do cultivo in vitro 
como alta umidade, fatores nutricionais como mi-
nerais e carboidratos, altos níveis de reguladores de 
crescimento, baixa irradiância e elevada disponibi-
lidade de água no substrato são os maiores indutores 
de desordens fisiológicas nas plantas, como a hiper-
-hidricidade (MAJADA et al., 2000). Esta é uma 
desordem fisiológica comum na cultura de tecidos 
vegetais, que frequentemente consiste em obstácu-
lo na micropropagação de espécies lenhosas, pois 
afeta a multiplicação de gemas, o vigor da cultura 
e também impossibilita a aclimatização das plantas 
nas condições ex vitro. A hiper-hidricidade, também 
denominada vitrificação, é morfologicamente ca-
racterizada por brotos alongados e espessos em di-
âmetro, entrenós mais curtos do que as plantas nor-
mais, folhas espessadas, frequentemente alongadas, 
enrugadas ou enroladas e quebradiças, com aspecto 
vítreo (GASPAR, 1991; ZIV, 1991). É considerado 
um dos maiores problemas das plantas cultivadas 
em culturas líquidas (ZIV, 1995), envolvendo múlti-
plos fatores que dependem de respostas fisiológicas 
específicas das condições da cultura, assim como da 
espécie estudada (GASPAR et al., 1987; ZIV, 1991).
Mudanças anatômicas observadas em fo-
lhas hiper-hídricas de plantas lenhosas como maçã 
e eucalipto incluem estômatos anormais, redução 
do tecido paliçádico, grandes espaços intercelu-
lares nas camadas de células do mesófilo e pre-
sença de uma fina camada ou ausência de cutícu-
la (CHAKRABARTY et al., 2005; PICOLI et al., 
2008). Fisiologicamente, envolve o excesso de ab-
sorção de água e a inibição da síntese de lignina e 
celulose (HARTMANN et al., 1997).
O manejo da cultura, como a determina-
ção do intervalo e da duração da imersão, é fator 
fundamental para obtenção de um maior coeficien-
te de multiplicação e melhor qualidade das plantas 
em sistemas de imersão temporária (CASTRO e 
GONZÁLEZ, 2002), pois determina a absorção de 
nutrientes e controla a hiper-hidricidade das plan-
tas (ETIENNE e BERTHOULY, 2002). Alguns 
estudos focaram o manejo dos intervalos e a dura-
ção da imersão em espécies do gênero Eucalyptus 
spp. (Myrtaceae) (CASTRO e GONZÁLEZ, 
2002; McALISTER et al., 2005), em Heliconia 
champneiana (Heliconiaceae) (RODRIGUES et 
al., 2006), Musa sapientum (Musaceae) (banana 
cv. Terra) (LEMOS et al., 2001) e Ananas comosus 
(Bromeliaceae) (abacaxi) (SILVA et al., 2007). Na 
maioria dos casos, os menores intervalos entre as 
imersões favoreceram o desenvolvimento das cul-
turas pelo maior aproveitamento do meio de cultura 
líquido pela planta.
Muitos trabalhos enfatizam o ambiente 
gasoso dos recipientes de cultivo influenciando o 
desenvolvimento das culturas (ZIV, 1991; 1995; 
GASPAR, 1991; CHAKRABARTY et al., 2005; 
AFREEN, 2006) e a ventilação ou trocas gasosas 
como uma medida de prevenção de estresses, como 
a hiper-hidricidade (MAJADA et al., 2000; PARK 
et al., 2004). Lai et al. (2005) relatam a importância 
da ventilação na redução da umidade relativa dentro 
do recipiente e na remoção do etileno, CO2 e outros 
componentes voláteis acumulados nos frascos de 
cultivo para obtenção de brotações não hiper-hídri-
cas. Gaspar (1991) cita diversos fatores como indu-
tores da hiper-hidricidade, entre eles a atmosfera do 
frasco de cultura. Castro e González (2002) alcan-
çaram sucesso na micropropagação de Eucalyptus 
grandis em sistema de imersão temporária a partir 
da incorporação de ar adicional ao recipiente da 
cultura. Em Malus sp. (Rosaceae) (maçã), a hiper-
-hidricidade foi completamente eliminada com o 
fornecimento de ar dentro da câmara do biorreator 
(CHAKRABARTY et al., 2003).
Em vista da importância do manejo das 
condições de cultivo sobre o desenvolvimento das 
culturas, os objetivos deste estudo foram avaliar di-
ferentes manejos de intervalo de imersão e supor-
tes de apoio dos explantes dentro de biorreatores 
RITA®, assim como um sistema de ventilação com 
entrada de ar adicional acoplado ao recipiente do 
biorreator, quanto ao desenvolvimento dos explan-
tes e ocorrência de vitrificação, na fase de multipli-
cação de gemas axilares de um clone de Eucalyptus 
grandis x Eucalyptus urophylla.
MATERIAL E MÉTODOS
Fonte, meio de cultura e condições de cultivo 
dos explantes
Os experimentos foram desenvolvidos 
no Laboratório de Biotecnologia, do Centro de 
Tecnologia, da Fibria Celulose S.A. (ex-Aracruz 
Celulose), localizada no município de Aracruz, 
Espírito Santo.
O material vegetal utilizado para introdu-
ção nos biorreatores foi um clone de Eucalyptus 
grandis x Eucalyptus urophylla da Fibria, pré-es-
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tabelecido in vitro em meio de cultura semissóli-
do, cultivado em placas de Petri estéreis e descar-
táveis (Pleion Bioplass®) de 90 mm (D) x 15 mm 
(H). Estas continham 25 mL de meio de cultura 
MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) modifica-
do, contendo 100 mg L-1 de mioinositol (Sigma®), 
10 mg L-1 de tiamina-HCl (Sigma®), 0,50 mg L-1 de 
ácido nicotínico (Sigma®), 0,50 mg L-1 de piridoxina-
-HCl (Sigma®), 100 mg L-1 de L-glutamina 
(Sigma®), 1,5 µM L-1 de BAP (6-benzilaminopurina 
(Sigma®), 0,05 µM L-1 de ANA (ácido naftaleno-
acético (Sigma®), 30 g L-1 de sacarose (Vetec®) e 
7 g L-1 de bactoágar (BD®). O pH foi ajustado para 
5,8 com KOH (1N) e HCl (1N) antes da adição do 
ágar e da esterilização em autoclave a uma pressão 
de 1,5 atm e temperatura de 121°C por 15 minutos. 
O material vegetal foi estabelecido em prateleiras 
de metal aramado com iluminação vertical e late-
ral, acondicionado em sala de cultura a 24 ± 2ºC, 
fotoperíodo de 14 horas e irradiância PAR média de 
20 µmol m-2 s-1, medida no aparelho Optic Science 
- Modelo DQM.
Intervalos de imersão e suportes de apoio dos 
explantes
Foram testados quatro intervalos entre as 
imersões - 2, 4, 8, ou 16 horas - por um período 
de 8 segundos, e dois sistemas de suporte de apoio 
para os explantes, somente papel-filtro qualitativo 
(Nº 1 - Qualy®) e o uso de disco de esponja polimé-
rica (Bulpren S 28133, densidade 30 Kg m-3) sob 
o papel-filtro, em biorreator RITA® (Vitropic S.A.).
Como explantes iniciais foram utilizados 
brotos apicais estabelecidos in vitro, com massa 
fresca e tamanho uniformes. Os explantes foram 
pré-cultivados por, aproximadamente, sete dias an-
tes de sua utilização nos biorreatores RITA® para 
experimentação, permanecendo em placas de Petri 
contendo meio MS como descrito no experimento 
anterior, sem adição de reguladores de crescimento.
O meio de cultura utilizado foi o MS descri-
to acima sem adição de glutamina, ANA e bactoá-
gar, com 0,5 µM L-1 de BAP. Utilizou-se o volume 
de 250 mL de meio de cultura por recipiente, auto-
clavado diretamente dentro dos recipientes (biorrea-
tores). Após introdução nos biorreatores, o material 
vegetal foi acondicionado em sala de cultura a 24 ± 
2ºC, fotoperíodo de 14 h e irradiância PAR média de 
20 µmol m-2 s-1.
O delineamento experimental utilizado 
foi o inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 
4 x 2, constituído por quatro manejos de imersão 
(2, 4, 8 e 16 horas) e dois suportes de apoio para 
os explantes dentro dos biorreatores (papel-filtro e 
esponja polimérica), com quatro repetições por tra-
tamento, sendo cada repetição constituída por um 
recipiente RITA® contendo oito explantes.
Para avaliação de massa fresca (MF), foi re-
alizada pesagem dos explantes aos 0, 21 e 28 dias 
de idade da cultura. O número de brotos (NB) foi 
obtido pela contagem de novos brotos, com dois ou 
mais pares de folhas desenvolvidos durante o ciclo 
de cultivo, em todos os explantes, aos 21 e 28 dias 
de idade da cultura. O percentual de hiper-hidricida-
de foi obtido através da análise visual do explante, 
com a contagem do número de brotos hiper-hídricos 
(BH) em cada explante aos 0, 21 e 28 dias de idade 
da cultura.
Injeção de ar aos recipientes
Este experimento avaliou a influência da in-
jeção de ar no compartimento superior do recipiente 
do biorreator RITA®, através do filtro de saída ori-
ginal de ar, possibilitada pela criação de uma saída 
alternativa de ar na tampa do frasco. O volume de ar 
adicionado foi de 0,8 L min-1, medido por meio do 
aparelho rotâmetro, e o fluxo controlado automati-
camente em intervalos de quatro horas com duração 
de um minuto.
Foram utilizados brotos apicais, com mas-
sa fresca e tamanho uniformes, como explantes 
iniciais. Estes foram pré-cultivados por, aproxima-
damente, sete dias antes da montagem do experi-
mento, permanecendo em placas de Petri contendo 
meio MS como descrito no item 2.1, sem adição de 
reguladores de crescimento.
O meio de cultura utilizado foi o MS mo-
dificado descrito acima sem adição de glutamina, 
ANA e bactoágar, com 0,5 µM L-1 de BAP. Utilizou-
se o volume de 250 mL de meio de cultura por re-
cipiente, o qual foi autoclavado diretamente dentro 
dos recipientes (biorreatores). Após introdução nos 
biorreatores, o material vegetal foi acondicionado 
em sala de cultura a 24 ± 2ºC, fotoperíodo de 14 h e 
irradiância PAR média de 20 µmol m-2 s-1. Foi rea-
lizada renovação do meio de cultura aos 21 dias de 
idade da cultura. O manejo de imersão utilizado foi 
de 2 horas, por um período de 8 segundos. Como 
suporte de apoio para os explantes, utilizou-se pa-
pel-filtro qualitativo (Nº 1 - Qualy®). A umidade 
relativa e a temperatura, dentro dos recipientes dos 
biorreatores RITA®, foram medidas e registradas 
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por meio de termo-higrômetro modelo HOBO®, da 
marca Onset Computer.
O delineamento experimental utilizado foi 
o inteiramente casualizado, com dois tratamentos, 
com e sem incorporação adicional de ar aos frascos, 
com cinco repetições por tratamento, sendo cada re-
petição constituída por um recipiente RITA®, con-
tendo doze explantes.
Para avaliação de massa fresca (MF), foi 
realizada pesagem dos explantes de cada repetição 
dos tratamentos aos 0, 7, 14, 21 e 28 dias de ida-
de da cultura. Após avaliação final do experimento, 
aos 28 dias, os explantes foram mantidos em estufa 
(50°C por 72 horas) para obtenção de seu peso seco. 
O número de brotos (NB) foi obtido pela contagem 
de novos brotos, com dois ou mais pares de folhas, 
desenvolvidos durante o ciclo de cultivo, em todos 
os explantes, aos 7, 14, e 28 dias de idade da cultu-
ra. O percentual de hiper-hidricidade foi obtido por 
meio de análise visual do explante, com a contagem 
do número de brotos hiper-hídricos (BH) em cada 
explante aos 0, 7, 21 e 28 dias de idade da cultura.
RESULTADOS E DISCUSSÃO
Intervalos de imersão e suportes de apoio dos 
explantes
As características massa fresca e número 
de brotos (Figura 1) apresentaram diferença signi-
ficativa (P<0,05) para os fatores intervalo de imer-
são e suporte, não havendo interação significativa 
entre os dois fatores, nas duas idades de avaliação 
(21 e 28 dias). Os intervalos de 2 e 4 horas foram su-
FIGURA 1: Curvas de tendência para massa fresca (MF) e número de brotos (NB) aos 21 (A e B) e 28 
dias (C e D), para dois suportes de apoio dos explantes (papel-filtro e espuma), em quatro 
intervalos de imersão (2, 4, 8 e 12 h), em biorreatores de imersão temporária RITA®, em 
cultura clonal de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla.
FIGURE 1: Tendency curves for fresh weight (MF) and number of shoots (NB) at 21 (A and B) and 28 
days (C and D) for two explant supports (filter paper and foam), at four immersion intervals 
(2, 4, 8 and 12 h) in RITA® temporary immersion bioreactors for clonal culture of Eucalyptus 
grandis x Eucalyptus urophylla.
28 dias
21 dias
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periores aos demais apresentando média geral (para 
os dois tipos de suportes) de massa fresca de 0,22 g 
e 0,16 g aos 21 dias e de 0,49 g e 0,31 g aos 28 dias, 
respectivamente. O número de brotos foi de 6,95 e 
5,27 aos 21 dias e 14,37 e 9,85 aos 28 dias, respec-
tivamente. Os intervalos de 8 e 16 horas promove-
ram menor crescimento dos explantes, com médias 
iguais em massa fresca de 0,11 g para os dois inter-
valos de imersão aos 21 dias, e de 0,19 g e 0,17 g 
aos 28 dias, respectivamente. Para número de bro-
tos, foram obtidas médias de 4,08 e 3,72 aos 21 dias, 
e de 7,29 e 6,17 aos 28 dias, respectivamente.
Para o fator suporte de apoio dos explan-
tes (Figura 1), o papel-filtro apresentou-se superior 
(P<0,05) nas duas idades avaliadas em relação à 
espuma, com médias de massa fresca de 0,20 g e 
0,39 g para o papel em comparação a 0,09 g e 0,19 g 
para espuma, aos 21 e 28 dias, respectivamente. O 
papel-filtro também foi superior em número de bro-
tos formados (P<0,05), com médias de 6,06 e 11,98, 
em comparação ao suporte espuma, que proporcio-
nou médias de 3,95 e 6,86, aos 21 e 28 dias de idade, 
respectivamente.
Os menores intervalos entre as imersões 
promoveram maior crescimento em massa fres-
ca e número de brotos formados por explante, no 
entanto, a hiper-hidricidade foi mais severa nestes 
manejos mais frequentes de imersão (Figura 2). 
Assim como observado neste trabalho, McAlister 
et al. (2005) obtiveram a maior taxa de multiplica-
ção de clones de Eucalyptus grandis x Eucalyptus 
urophylla e de Eucalyptus grandis x Eucalyptus 
nitens em biorreator RITA® no menor intervalo 
testado (10 minutos com duração de 30 segundos). 
Alta incidência de explantes hiper-hídricos foi tam-
bém observada no trabalho de Reis et al. (2003), em 
que foram obtidos incrementos de 8 vezes na massa 
fresca e 2,5 vezes no comprimento dos brotos de 
Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla cultiva-
dos em biorreator RITA® sob manejo de imersão de 
2 horas. Ao contrário dos resultados do presente es-
tudo, Castro e González (2002) consideraram como 
melhor tratamento em termos de taxa de multipli-
cação dos explantes de Eucalyptus grandis um dos 
maiores intervalos de imersão estudados (12 horas 
com duração de 3 minutos) em comparação com os 
menores intervalos (3 e 6 horas).
Comparando os tratamentos de manejo de 
imersão do cultivo em biorreator com o cultivo con-
vencional em meio semissólido em jarras de vidro, 
observou-se ganho de 2,5 vezes em massa fresca 
dos explantes cultivados no sistema de imersão a 
cada 2 horas, sendo o crescimento dos explantes no 
meio solidificado com ágar semelhante ao obtido 
em biorreator com intervalo de 8 e 16 horas, nas 
duas idades avaliadas. Em híbridos de Eucalyptus 
globulus, Correia (2009) observou maior incremen-
to em massa fresca e multiplicação usando biorrea-
tores RITA® com manejo de imersão de 10 segundos 
a cada 3 horas. Na micropropagação de Heliconia 
champneiana, os menores intervalos entre as imer-
sões de 15 min (1 e 4 horas) também favoreceram 
o desenvolvimento e propagação dos explantes em 
biorreatores de imersão temporária (RODRIGUES 
et al., 2006). O mesmo comportamento foi relata-
do para banana em sistema de imersão temporária, 
FIGURA 2: Aspecto do clone de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla cultivado em biorreatores de 
imersão temporária RITA® aos 28 dias, com intervalo de imersão de 2 (A) e 16 horas (B).
FIGURE 2: Aspect of the culture of Eucalyptus grandis x urophylla shoots grown in RITA® temporary 
immersion bioreactor for 28 days, under immersion interval of 2 (A) and 16 hours (B).
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onde o ciclo de imersão de quatro horas durante 
10 minutos proporcionou maior aproveitamento 
do meio de cultura em comparação com 12 horas 
(LEMOS et al., 2001). Os dois trabalhos relataram 
vantagens do sistema de imersão temporária em 
comparação com o cultivo em ágar, como maior 
eficiência na produção de brotos, aclimatização e 
crescimento dos explantes.
Para percentual de brotos hiper-hídricos 
por explante, houve diferença significativa entre os 
tratamentos somente para o fator intervalo de imer-
são, que foi significativo (P<0,05) aos 21 dias, en-
quanto que aos 28 dias não houve diferença entre os 
tratamentos (Tabela 1). No entanto, foi observado 
decréscimo do percentual de brotos hiper-hídricos 
com o aumento dos intervalos entre as imersões. 
Assim como neste trabalho, Castro e González 
(2002) observaram menor ocorrência desta desor-
dem em Eucalyptus grandis nos maiores intervalos 
de imersão (12 e 24 horas) em comparação com os 
menores intervalos (3 e 6 horas). Acredita-se que 
esta desordem está associada às condições do cul-
tivo in vitro, como alta umidade (GASPAR, 1991), 
fatores nutricionais como minerais e carboidratos, 
altos níveis de reguladores de crescimento, baixa ir-
radiância e elevada disponibilidade de água no meio 
(MAJADA et al., 2000). Com o uso de biorreato-
res, o fator disponibilidade de água é ainda amplia-
do pelo uso do meio líquido, o qual está associado 
com alta mobilidade de água e, também, com alta 
umidade relativa no ambiente in vitro, induzindo 
assim a presença de sintomas da hiper-hidricidade 
(GASPAR et al., 1987).
Neste experimento, houve clara correlação 
entre as características massa fresca e número de 
brotos produzidos, assim como relatado por Yadav 
et al. (2003), que encontraram correlação entre taxa 
de multiplicação, crescimento e hiper-hidricidade, 
correlação positiva entre peso dos brotos e multi-
plicação e negativa entre peso dos brotos, multipli-
cação e hiper-hidricidade. Porém, neste estudo, foi 
encontrada relação positiva entre as características 
massa fresca, número de brotos e hiper-hidricidade, 
pois os tratamentos com os menores intervalos de 
imersão promoveram maior crescimento e hiper-
-hidricidade dos explantes.
Injeção de ar aos recipientes
Os dois tratamentos estudados, sem e com 
injeção de ar, mostraram-se iguais (P<0,05) pelo 
teste de identidade de modelos para todas as carac-
terísticas avaliadas: massa fresca e seca, número de 
brotos produzidos e hiper-hidricidade dos explantes 
(Figura 3). Apesar de diversos estudos relatarem os 
benefícios do manejo do ambiente gasoso para as 
culturas em biorreatores, na condição de fluxo de ar 
estudada não foi observada diferença entre o trata-
mento de injeção e ausência de injeção de ar dentro 
do biorreator para nenhuma das características de 
crescimento avaliadas, assim como para a hiper-hi-
dricidade. Quanto à massa seca obtida aos 28 dias, 
esta correspondeu a 7,4% da massa fresca nos dois 
tratamentos, confirmando a semelhança entre eles. 
Ao contrário do que foi observado neste tra-
balho, Castro e González (2002) obtiveram redução 
da hiper-hidricidade em Eucalyptus grandis com a 
incorporação de ar ao sistema de imersão temporária, 
por 3 minutos a cada 6 horas, o que permitiu a reno-
vação da atmosfera dos recipientes e a diminuição da 
TABELA 1:  Percentual de hiper-hidricidade para os dois suportes de apoio dos explantes em quatro 
intervalos de imersão, aos 21 e 28 dias de cultivo em biorreatores de imersão temporária 
RITA®, em culturas clonais de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla. Tratamentos com 
letras iguais não diferiram significativamente a 5% de probabilidade pelo Teste Tukey.
TABLE 1:  Percentage of hyperhydricity for two explant supports in four immersion intervals, at 21 and 
28 days of culture in RITA® temporary immersion bioreactor in clonal cultures of Eucalyptus 
grandis x Eucalyptus urophylla. Treatments with same letters are not significantly different at 
5% probability by Tukey test.
Intervalo de Imersão 
(horas)
21 dias 28 dias
Papel-Filtro Espuma Média Papel-Filtro Espuma Média
2 40,4 44,7 42,6 a 68,1 63,6 65,9 a
4 23,8 34,1 28,9 ab 62,2 79,3 70,7 a
8 9,9 16,7 13,3 b 42,6 56,9 49,8 a
16 20,5 5,6 13,1 b 34,9 63,3 49,1 a
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umidade relativa nos frascos de cultivo, sem interferir 
nas características de crescimento da cultura. Já Lai 
et al. (2005) observaram efeito negativo no número 
de gemas desenvolvidas e positivo na qualidade dos 
brotos formados (redução da hiper-hidricidade) com 
o uso da ventilação pela remoção do parafilme dos 
recipientes em culturas de Scrophularia yoshimurae 
(Scrophulariaceae).
Saher et al. (2005) reduziram a hiper-hidrici-
dade com o uso de fundo de resfriamento dos fracos 
em culturas de cravo, sendo a diminuição de 3-4 °C 
dentro do frasco de cultura suficiente para deixar a 
umidade relativa abaixo de 90%. A alta umidade é ci-
tada como um dos fatores indutores da hiper-hidrici-
dade (GASPAR et al., 1987; MAJADA et al., 2000).
Nas condições deste estudo, a umidade rela-
tiva dentro dos biorreatores foi mensurada, apresen-
tando-se constante em 100% durante todo o período 
de cultivo, o que pode ter atuado como um poten-
cializador de hiper-hidricidade nos explantes culti-
vados nos biorreatores, que junto com outros fatores 
induz maior ocorrência desta desordem fisiológica 
(GASPAR, 1991).
A composição da atmosfera gasosa dos re-
cipientes de cultivo influencia o desenvolvimento 
das culturas pelo acúmulo de substâncias, como o 
etileno, que podem ser produzidas em excesso pelas 
plantas (GASPAR, 1991; PARK et al., 2004) e pela 
alta umidade relativa, próxima a 100%, que afeta 
a taxa de transpiração das culturas (SAHER et al., 
2005), sendo estes agentes indutores de mudanças 
morfológicas nas plantas.
Trabalhos relatam como principais alterna-
tivas para o controle desta desordem fisiológica o 
uso de agente antivitrificante EM2 (Sigma-Aldrich®) 
(WHITEHOUSE et al., 2002), o uso de ágar hidro-
lisado (MARGA et al., 1997), o aumento da con-
centração de ágar (ABDOLI et al., 2007; BRAND, 
1993), ferro, magnésio (YADAV et al., 2003) e de 
nitrato de prata (MAYOR et al., 2003) no meio de 
cultura.
Pode-se observar que a massa fresca, o nú-
mero de brotos e a hiper-hidricidade dos explantes 
aumentaram a partir do 14° dia de cultivo (Figura 3), 
indicando que, nas condições estudadas, o maior 
desenvolvimento das culturas ocorreu a partir deste 
momento.
CONCLUSÕES
Os menores intervalos entre as imersões 
(2 e 4 horas) e o suporte de papel-filtro propor-
FIGURA 3: Curvas de tendência para as 
características massa fresca (A), 
número de brotos (B) e hiper-
hidricidade (C) dos explantes, nos 
dois tratamentos de manejo do ar 
estudados (sem e com injeção de ar 
ao recipiente RITA®), durante 28 dias 
de cultivo do clone de Eucalyptus 
grandis x Eucalyptus urophylla em 
biorreatores de imersão temporária 
RITA®.
FIGURE 3: Tendency curves for the characteristics 
fresh weight (A), number of shoots 
(B) and hyperhydricity (C) of explants 
in both air management treatments 
studied (with or without air additional 
injection in RITA®), during 28 days 
of culture of Eucalyptus grandis x 
Eucalyptus urophylla shoots in RITA® 
bioreactors.
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cionaram maior crescimento em massa fresca e 
número de brotos formados por explante, porém, 
ocasionaram maior tendência ao aparecimento da 
hiper-hidricidade.
Quanto à injeção adicional de ar ao recipien-
te do biorreator RITA®, o fluxo de ar de 0,8 L min-1 
(a cada 4h com duração de 1 mim) adicionado aos 
frascos foi insuficiente e não influenciou o desen-
volvimento das culturas.
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